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Ⅰ. 要約 
 視神経脊髄炎 neuromyelitis optica (NMO) は重篤な視神経炎と 3椎体以上の長
い脊髄炎を呈する自己免疫性疾患であり、延髄最後野、視床下部や脳室周囲などにも
比較的特徴的な脳病変をきたす。2004年に疾患特異的自己抗体NMO-IgGが発見され、
翌年その標的抗原が中枢神経では主にアストロサイトの足突起に発現する水チャネ
ルである、アクアポリン 4  (AQP4) であることが報告された。典型的な NMO剖検例
では好中球や好酸球、マクロファージの浸潤が認められ、肥厚し硝子化した血管周囲
では AQP4やグリア線維酸性蛋白質 (GFAP) などのアストロサイト関連蛋白が灰白
質を中心に広範に脱落する。また、NMOでは 2次性の脱髄、軸索障害や壊死性病変
もしばしば観察される。これに対し、従来の NMO動物モデルでは、NMO-IgGの投
与により AQP4の脱落は認められるが、いずれのモデルでも臨床症状の増悪や組織障
害は軽度で、概して病変は小さく、中核徴候である視神経病変、脊髄長大病変や最後
野病変は十分に再現されなかった。そこで本研究では治療評価に有用な NMOにより
近いモデル動物の作成を目指した。まず、抗原認識部位である AQP4の細胞外ドメイ
ンの立体構造を維持するため baculovirus display 法を用いて抗 AQP4モノクローナル
抗体を作成した。次に 45匹の Lewis ratにミエリン塩基性蛋白 (MBP) を使って実験
的自己免疫性脳脊髄炎を誘導し臨床症状を呈した時点で NMO患者血清から精製した
抗体 (hIgGNMO)、または、高親和性の抗 AQP4モノクローナル抗体 (E5415A) をラッ
ト腹腔内に用量段階的に投与した。抗体投与後 2日で剖検し、臨床病理評価を行った。
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その結果、0.1 −1 mg E5415A投与モデルではコントロールよりも臨床症状が統計学的
に有意に増悪し四肢麻痺や瀕死になった。20−40 mg hIgGNMO投与群と 0.01−1 mg 
E5415A投与群では抗体用量依存性に AQP4脱落面積は大きくなり、脊髄断面におけ
る AQP4脱落面積の割合は hIgGNMO投与群では高々3%であったのに対し E5415A 投
与群では最大で約 50%まで拡大し増悪の程度に強い有意差を認めた。こうした病変は
C5b-9が沈着する血管周囲で GFAPが広範に脱落する一方でMBPは比較的保たれ、
主にアストロサイトが傷害される NMOの病理と類似していた。0.1−1 mg E5415Aの
病変では血管周囲もしくはびまん性にしばしば著しい空胞化が認められ、部分的な脱
髄と軸索障害を伴っていた。一方、好中球は病変辺縁で有意に多く、白質よりも AQP4
の豊富な灰白質で極めて豊富に認められた。こうした変化は 0.01 mg E5415Aや 20−40 
mg hIgGNMO群では認められず、病原性を有する NMO-IgGの大量投与により好中球が
病変先進部に集簇し早期病変拡大に関与していることが示唆された。さらに本モデル
の NMO様病変は視神経、延髄最後野、第 3脳室周囲および長軸方向に長い脊髄領域
の血管周囲にも認められ、NMOの好発部位と局在に類似性を認めた。抗 AQP4モノ
クローナル抗体を EAEラットに単回腹腔内投与するだけで著しい臨床症状の増悪と
広範な組織障害を呈する急性期重症型 NMOラットモデルを確立した。本モデルは
NMOの病態解析や治療効果判定に有用な可能性がある。 
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Ⅱ. 背景 
1.  視神経脊髄炎 (NMO) の歴史・概念・診断基準 
A.  NMOの歴史  
 視神経脊髄炎 Neuromyelitis optica (NMO) は重篤な視神経炎と灰白質優位の
長い脊髄炎を特徴とし、失明することも稀でない重篤な後遺症を残す疾患である。こ
の早期治療・早期予防が切望されている神経難病は、1874年に初めてその臨床的特徴
が報告された 1)。視神経と脊髄炎を呈する疾患といえば、特に白人の場合には多発性
硬化症 Multiple sclerosis (MS) が代表疾患であり、近年まで NMOはMSと異なる疾患
なのか、それともMSの亜型なのかが議論されていた。中枢神経に炎症や脱髄を認め
るなどMSと共通する部分がある一方で、20世紀初頭から NMOは灰白質を含む広範
な脱髄巣を示すこと、軸索障害が強いこと、壊死性病変を伴うこと、血管壁の肥厚・
硝子化などがMSとは異なる特徴として報告されてきた。2002年に Lucchinettiらは肥
厚した血管壁に免疫グロブリンおよび補体がロゼット状あるいはリム状に沈着して
いることを発見し、NMOが液性免疫を介した疾患であることを明らかにした 2)。2004
年には Lennon らはマウス脳切片に NMO 患者血清を 1 次抗体として反応させ、蛍光
色素で標識した二次抗体で結合抗体を検出する ex-vivo slice culture modelにおいて血
管周囲および軟膜下に疾患特異的な IgG が沈着していることを発見し、NMO-IgG と
名付けた 3)。その翌年にその標的抗原がアストロサイトの足突起に密に発現する水チ
ャネルであるアクアポリン 4 aquaporin-4 (AQP4) であることが明らかとなり 4)、NMO
の病態解析は急速に進んだ。 
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B. 抗アクアポリン 4  (AQP4) 抗体の病原性と補体の関与 
 抗 AQP4 抗体は病原性を示すと考えられているが、それは以下の所見および
実験結果による。NMO 剖検例では壊死性変化が強く、好中球や好酸球といった多形
核球や単球・マクロファージが浸潤しており、肥厚や硝子化の認められる血管壁には
活性化補体の沈着が認められ、AQP4 やグリア線維酸性蛋白質 glial fibllary acidic 
protein (GFAP) といったアストロサイト関連蛋白が血管周囲性に脱落していた。その
一方で、主要な髄鞘蛋白であるミエリン塩基性蛋白 Myelin basic protein (MBP) はほ
とんど傷害されなかった 5, 6)。また、NMO患者の急性増悪期には髄液中の GFAP濃度
が, MSや健常対照群と比較して著明に上昇 (1,000倍程度) し、NMOにおける急性期
の髄液 GFAP濃度は脊髄炎の重症度や病変の長さと有意な相関を示す。一方で, 髄液
MBP濃度もNMOの方がMSより高いがGFAPに比べればその差ははるかに小さい 7)。
これらの所見は NMOの急性増悪期に大量のアストロサイトが破壊されていることを
示唆する。さらに、In vitroの実験では、 ラット初代培養アストロサイトに補体存在
下で NMO患者血清を反応させるとアストロサイト膜上に活性化補体が沈着し、アス
トロサイトの膨化・壊死が認められた。このような細胞障害は補体を添加しなければ
誘導されなかった 8)。In vivoの実験では、ラットをMBPで免疫して実験的自己免疫
性脳脊髄炎 experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) を誘発したのちに抗
AQP4抗体陽性患者血清由来の精製 IgGを投与すると、コントロール群と比較し神経
症状が重症化し、投与した抗体および補体の沈着した脊髄の血管周囲にアストロサイ
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ト関連蛋白の脱落が認められ 9)、抗 AQP4抗体は補体介在性のアストロサイト傷害性
を有することが示唆されている。以上 3点から NMOはMSのような中枢神経の脱髄
疾患、すなわちミエリン傷害がアストロサイト傷害よりも前面に立つ疾患ではなく、
抗体介在性・補体介在性に主にアストロサイトが傷害される新たな疾患、アストロサ
イトパチーであると考えられるようになった。 
  
C. 視神経脊髄炎関連疾患の概念と診断基準 
 MSとは違い脳症候がみられないことがNMOの中核症候の一つとされていた
時期があるが、臨床報告の蓄積や脳 MRI 画像の急速な進歩に伴って、抗 AQP4 抗体
陽性群は当初考えられていたよりも臨床像が多様であり、NMO は視神経炎や脊髄炎
だけでなく、特徴的な脳症候や脳幹症候を呈することが明らかとなってきた。例えば、
MS では頻度の低い延髄最後野病変による難治性吃逆や嘔気嘔吐 10), 視床下部病変に
よる内分泌異常や過眠症などを呈することもあり、これらの部位は AQP4 の mRNA
量および蛋白量が多い部位であると報告されているが 11)、局在はそれだけでは説明さ
れない。また、NMO の中にも視神経炎や脊髄炎のみを呈する症例や、脳症候のみを
呈する症例が存在し、そうした疾患群を総称して視神経脊髄炎関連疾患  NMO 
spectrum disorders (NMOSD) と呼ぶようになった 12)。 
 2015年の NMO/NMOSDの改訂診断基準では、両疾患は NMOSDの呼称で統
一され、抗 AQP4抗体陽性群と陰性群に大別される。視神経炎、急性脊髄炎、最後野
症候群、急性脳幹徴候、典型的な MRI 画像を伴う症候性ナルコレプシーや急性間脳
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症候群、症候性大脳病変の 6項目が中核症候とされ、抗体陽性群では少なくとも一つ
の中核症候があれば確定診断となる。一方、抗体陰性か不明の場合には、少なくとも
2 つの中核症候が必要となり、うち一つは視神経炎、3 椎体以上の脊髄長大病変、最
後野症候群のいずれかを満たす必要があるとされている 13)。 
  
2. AQP4および抗 AQP4抗体の特徴 
 アクアポリン aquaporin (AQP) とは膜に存在する細孔をもった蛋白質で、細
胞への水の取り込みに関与する水チャネルである。この膜蛋白は原則的に水分子を選
択的に通過させることができる。1992年に Peter Agreが初めて AQPの報告をし 2003
年にノーベル化学賞を受賞した。この蛋白質は哺乳類では AQP0 から AQP12 までの
13 種類存在する 14)。特に中枢神経では、主にアストロサイトの足突起上に、そして
脳室上衣細胞にも AQP4は発現しており、脳疾患における脳浮腫の病態や脳脊髄液循
環に関わっている 15)。この AQP4は細胞膜を 6回貫通する構造をしており、N末端、
C末端は細胞内に存在し、細胞外に 3つのループ構造 (それぞれ Aループ、Cループ、
E ループと呼ばれる) を形成し四量体を形成して細胞膜に発現している。電子顕微鏡
の観察から細胞膜には格子状のアレイ構造 orthogonal array of particles (OAPs) が観察
されている。AQP4には 2つのスプライスバリアント、全長型の M1アイソフォーム
と N末端側の 22番塩基が欠如しているM23アイソフォームが存在し、格子状アレイ
構造は主に M23 によって構成されることが知られ、NMO 患者の抗 AQP4 抗体は
M23-AQP4により結合しやすいという報告もある 16)。 
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 抗 AQP4 抗体はウエスタンブロット法では検出が困難であることから AQP4
の細胞膜表面上の立体構造を認識すると考えられていたが、その後抗 AQP4 抗体は
AQP4の細胞外ドメインを認識していることが明らかになった 17)。抗 AQP4モノクロ
ーナル抗体を作成する場合には、他の膜蛋白質同様に標的蛋白の立体構造を維持する
ことが問題で、従来の大腸菌などを用いた発現法では生理的機能を保持した膜蛋白質
の発現は困難であった。Baculovirus display法は、そうした立体構造を保ったまま抗原
を発現して抗体を作成する優れた手法として用いられている 18)。これは昆虫ウイル
スである baculovirus に種々の膜蛋白質遺伝子を導入すると、発芽型ウイルス粒子上
に外来膜蛋白質が発現することを利用した方法で、この手法で作成された膜蛋白は立
体構造を保ち、生理活性を保持することができる点が画期的であった。 
 抗 AQP4抗体は AQP4の細胞外ドメインを認識する抗体であるが、AQP4の細
胞外ループのアミノ酸配列は種による違いが少ないことが報告されている 19)。たと
えば、マウス―ラット間では 3つの細胞外ループの中でわずか 1箇所しかアミノ酸が
違わない。また、ヒト―ラット間でも一次構造の違いは全体で 3箇所に過ぎない。こ
のことは抗マウスAQP4モノクローナル抗体や抗ヒトAQP4モノクローナル抗体もラ
ット AQP4に結合しうることを示唆している。 
  
3. NMOの動物モデル 
A. 動物モデルはなぜ必要か 
 NMO のモデル動物は新規治療薬の効果判定や病態解析のために求められて
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いる。現状では動物モデルを利用することなく NMO患者に即新規治療薬を投与でき
る状況は極めて限られており、新規治療薬の投与試験に動物モデルは欠かすことがで
きない。また、動物モデルを用いた実験から、これまで多数の NMOに関する知見が
明らかにされてきた。例えば、補体を伴った NMO-IgGの病原性 9, 20, 21)、病変形成に
おける抗原特異的 T 細胞の重要性 22)、好中球や好酸球の関与 23, 24)、アストロサイト
様病変の再現にはサイトカインの中でも IL-1βが特に重要であること 25)、などが報告
され、NMOの病態解析の一助となっている。 
 
B. アストロサイト関連蛋白が脱落する条件 
 さて、NMO実験動物モデルではどうすればアストロサイト蛋白を脱落させら
れるのだろうか。他臓器との相違点として脳および脊髄には血液脳関門 blood brain 
barrier (BBB)や血液脊髄関門 blood cerebrospinal fluid barrier (BCSFB) などの特異な組
織学的構造が存在し、中枢神経は末梢血中の諸因子から守られている。実際、東北大
学神経内科では抗 AQP4 抗体陽性であっても 10 年以上無症候であった症例を報告し
ており 26)、抗 AQP4抗体が高力価であっても再発しない症例をしばしば経験する。実
験動物では単に NMO-IgGを末梢から投与しても抗体は中枢に移行できず、稀にアス
トロサイトが反応性の変化をきたすことはあっても 27)、病変は再現されない 9, 20, 21)。
興味深いことに、BBBの未成熟な幼弱なラットを使用したモデルや百日咳毒素やリポ
多糖 lipopolysaccharide (LPS) を用いて非特異的な炎症を惹起し BBBを破綻させたの
ちに NMO-IgGを投与するモデルでも病変は再現されず 28)、BBBの破綻以外にもアス
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トロサイトパチーを惹起するのに必要な要素が存在することが示唆されている。MS
のモデルとしてデータの蓄積されているEAEを導入したのちにNMO-IgGを投与する
と血管周囲性の AQP4の脱落が再現されることが報告され 9, 20, 21)、In-vitroで繰り返し
刺激を与え、よりスペクトラムを狭めたMBP特異的 T細胞株を用いて EAEを導入し
たのちにNMO-IgGを投与するモデルでは PBS投与群と比べ症状が重症化し血管周囲
性に AQP4が脱落した 20)。このことから抗原特異的 T細胞が病変形成に重要と考えら
れるようになった。その一方で、齧歯類の大脳あるいは脊髄に直接穿刺し NMO-IgG
を (マウスの場合にはマウス補体がヒト IgGにほとんど反応しないためヒト補体も一
緒に投与されることが多い) 投与しても病変が再現されることが報告されている。ま
た、Lewis ratの脳局所に各種のサイトカインを穿刺投与し腹腔内から NMO-IgGを投
与するモデルでは、IgGを指標に BBBの破綻が検証され、特に IL-1βにより効率的に
BBBが破綻し IgGが中枢に入りやすくなること、また、NMO-IgGの中枢神経への移
入が促され NMO様病変が再現されることが明らかにされ 25)、アストロサイト蛋白の
脱落を誘導するには単に NMO-IgG の投与、BBB の破綻だけでは不十分で、IL-1β な
どによる前炎症環境が必要であると考えられている。抗原特異的 T細胞が病変形成に
必要か否かについては結論が出ていないが、末梢から NMO-IgGを投与するモデルで
は抗原特異的 T細胞の関与なしに病変が再現されたという報告はなく、NMO動物モ
デルでは病変形成の手段として EAEがよく用いられている。 
 
C. これまでの NMOモデル動物の特徴と問題点 
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 NMOのモデル動物は前項で記述した EAEを用いた NMO/EAE modelと脳あ
るいは脊髄に NMO-IgGを局所投与する Direct injection model (DI model) 2つが主に
用いられているが、いずれにせよ、これまでの NMO動物モデルでは NMOの臨床症
状および病理は十分には再現されず、NMO の中核徴候であるにも関わらず視神経病
変 (特に視交叉炎や両側性視神経炎が NMO に特徴的とされる) や 3 椎体以上の長い
脊髄病変はほとんど報告がない。 
 In-vivoの NMO動物モデルの既報 9, 20-22, 25, 27, 29-34) を表 1に示した。IgGや補
体の沈着、脱髄や多形核白血球の有無や寡多の違いはあるにせよ、いずれのモデルで
も NMO-IgGの投与によりアストロサイト関連蛋白 (AQP4や GFAP) の脱落が認めら
れる。NMO/EAE modelでは脊髄に病変が認められるものの脊髄以外では病変が観察
されづらい特徴がある。一方、DI modelでは脳や脊髄などに穿刺し局所投与した部位
に病変が再現され、その中には NMOの典型病変である視交叉病変や長い脊髄病変な
ども含まれている。しかしながら、中枢神経に外傷を作成せざるを得ないこと、BBB
の存在を無視していること、病変が必ずしも血管周囲に再現されないという問題があ
る。例えば、視神経炎は 2例 20, 32)、脊髄長大様病変は 1例の報告があるが 33)、視神
経炎の再現が困難なことは疑いなく、マウスの視交叉近傍にカテーテルを挿入し、持
続的に NMO-IgGとヒト補体を投与する方法により漸くアストロサイト蛋白の脱落が
生じることが報告されている 32)。このように、未だ NMOの典型病変は十分には再現
されない。また、NMO では 3 椎体以上の長い脊髄炎が中核徴候とされ、特に脊髄で
は病変の大きさが NMOの病態に重要な要素であることは疑いない。しかしながらこ
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れまでの NMO実験動物の病理は NMOの性質を一部再現できてはいるものの、NMO
剖検例と比較すれば概して病変は小さく、脱髄や軸索障害などの組織障害も軽度であ
った。これらの所見は、NMO-IgG が十分量局所に到達し病原性を発揮することが病
変形成に不可欠であることを示唆している。さらに、これまでの NMO動物モデルで
は NMO-IgG投与による臨床症状の増悪はないか、あっても概して軽度であり、NMO
の臨床症状を反映したモデルは存在しなかった。 
 以上より、薬剤投与試験の臨床評価・病理評価に適した、より NMO に近い
NMO動物モデルの作成が必要と考えた。私は「NMO/EAE modelでも親和性の高い抗
AQP4モノクローナル抗体を大量に投与すれば、臨床症状が重篤で、単に小血管周囲
のアストロサイト蛋白の脱落にとどまらない、NMO 剖検例に迫る広範な組織病変が
再現され、視神経炎や脊髄長大病変などの NMO典型病変が再現できるのではないか」
という作業仮説を立て、本研究ではその検証を行った。 
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Ⅲ. 目的 
 従来の NMO動物モデルよりもヒト NMOにより近い、NMO-IgG投与により
明瞭な臨床症状の増悪と NMO様病変を呈する、急性期重症型 NMOラットモデルを
確立することが本研究の目的である。 
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Ⅳ. 方法 
1. 対象 
 実験対象は 8-10週齢で 140-180gに体重を合わせた雌 Lewis rat (LEW/CrlCrlj) 
45匹である。本実験動物は日本チャールズリバー社より購入した specific-pathogen free 
(SPF) 動物であり、実験中は東北大学中央実験棟で標準的な飼育環境下に置かれた。
なお、本研究は東北大学動物実験委員会から承認 (No.2015医動-146) されている。 
 
2. 抗体精製法 
A. 健常者および患者の血清を用いた IgG精製法 
 健常者および NMO 患者由来の IgG 精製は、まず、ヒト補体を不活化させ凝
集を防ぐため各血清を 56℃で 30分湯煎にかけた。次に遠心分離後の上清を Protein A 
カラムに通し、以後標準的な手法で健常ヒトから精製した IgG (hIgGcont) と NMO患者
から精製した IgG (hIgGNMO) を精製した。hIgGNMOの提供患者は 68歳女性で重篤な視
神経炎 (左失明) と脊髄炎 (対麻痺で車椅子のADL) の既往がある。罹病期間は5年。
AQP4 の抗体価は cell based assay (CBA) 法で 8,388,608 倍と高値で、2015 年の
Wingerchukの NMOSD改訂診断基準の主要項目 13) を満たしていた。その他の自己抗
体、抗核抗体、SS-A/Roや SS-B/Laは陰性であった。 
  
B.  Baculovirus display法による抗 AQP4モノクローナル抗体の精製 
 既報通りに抗 AQP4モノクローナル抗体は精製された 18, 35)。まず、マウス抗
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マウス AQP4モノクローナル抗体のシリーズである Eシリーズの作成に当たっては、
マウスの AQP4-M23アイソフォームをコードした cDNAを、Dシリーズ (マウス抗ヒ
トAQP4モノクローナル抗体のシリーズ) ではヒトのAQP4-M23アイソフォームをコ
ードした cDNAを pBlueBac4.5 vector (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) に遺伝子
導入し 36)、それぞれmAQP4あるいは hAQP4を発現した発芽 baculovirusを作成した。
次に AQP4に対する免疫寛容を回避するため、Eシリーズではマウス AQP4ノックア
ウトマウス (Acc. No. CDB0758K 37) ) を宿主として使用した。一方、Dシリーズでは
野生株のマウスを宿主として使用した。マウスあるいはヒト AQP4 の M23 アイソフ
ォームを発現した発芽 BVを百日咳毒素とともに PBSで希釈して、マウスに腹腔内投
与した。その後は標準的なプロトコルに従って Dシリーズ、Eシリーズの抗 AQP4モ
ノクローナル抗体を作成した。この抗 AQP4 モノクローナル抗体を ELISA でスクリ
ーニングし、特にマウスの AQP4-M1およびM23に高親和性を示す E5415Aと、ヒト
AQP4-M1およびM23に高親和性を示す D15107 (データ未掲載) を選択し、cell based 
assay法でラット AQP4に対する結合試験を行った。 
 
C. 抗 AQP4抗体のラット AQP4に対する結合試験 
 本研究で使用したすべての IgGは cell based assay法を用いラット AQP4に対
する結合試験が行われた。まず、ラット AQP4-M23を発現する CHO細胞株 Q222が
作成された。ラット小脳から逆転写 PCR で抽出した total RNA をもとにラット
AQP4-M23アイソフォームをコードする cDNAをクローニングした。使用したプライ
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マ ー は 5’-GCTAGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGAGTCTGGAC-3’ and 
5’-CCGCGGTCATACAGAAGATAATACCTCTCCAGACG-3 である。シークエンス後、
その cDNAを pIRES2-EGFP vector (Clontech Laboratories, Mountain View, CA, USA)の
NheI と SacIIサイトに挿入し、その特有の AflIIサイトをリンカーライゲーションで
EcoRI に変えている。安定したラット AQP4 を発現する CHO 細胞クローンを作成す
るため、予め EcoRI で直線化したベクターを CHO 細胞に遺伝子導入した。細胞は
Lipofectamine and Plus reagents (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を使用した 3.5cm
ディッシュに 2 ×105 cells/dishの密度で撒いた。遺伝子導入後 2日後に細胞をトリプシ
ン処理し、10cmディッシュの G418 (500 µg/ml, Nacalai Tesque Inc. Kyoto、Japan)を含
む培地に再度撒いた。G418の選別後約 10日で EGFP蛍光陽性のコロニーを認め、採
取した。AQP4の発現と増殖を確認したのち、ラット AQP4-M23を発現する CHO細
胞株 Q222を獲得した。 
 次にこの Q222 を導入し、4%パラホルムアルデヒドで固定した培養スライド
に 3種類の抗 AQP4抗体、すなわち hIgGNMO、E5415A、D15107を PBSで倍々希釈し
た溶液に 4℃、over nightで浸した。次いで Alexa568または Alexa594を 2次抗体とし
て用い室温で 1 時間浸し、病理学的検討をおこなった。ここでは enhanced green 
fluorescent protein (EGFP) 陽性の CHO細胞 (緑) が膜パターンの蛍光染色 (赤) を呈
することを持って NMO-IgG がラット AQP4 に結合しているとみなした。3 種類の抗
体は全てラット AQP4に結合したが、その中でも特に E5415Aがラット AQP4に対し
特に高い親和性を示し、hIgGNMOよりも 16,400倍以上、D15107よりも 256倍以上抗
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体価が高いことが観察された (補足 1)。そのため、本研究では、hIgGNMOに加えて、
高親和性の抗 AQP4モノクローナル抗体として E5415Aを使うことにした。 
 
3. 視神経脊髄炎モデルの手法と評価  
A. 実験的自己免疫性脳脊髄炎の導入方法 (図 1) 
 NMO-IgG 投与前に、BBB を破綻させ抗原特異的 T 細胞と IgG を中枢へ移入
するために実験的自己免疫性脳脊髄炎の導入を行った。Lewis ratに対し、モルモット
MBPと結核死菌 complete Freund’s adjuvant (CFA)をそれぞれラット 1匹あたり 100μg
ずつガラスシリンジで混ぜ合わせ脳炎惹起的なエマルションを作成した。これらを 30
分ほど混ぜ馴染ませた後、円筒形のガラス容器にイソフルランを含ませたキムタオル
をいれて簡易な全身麻酔装置を作った。そこにラットをいれ全身麻酔が効いた時点で
取り出し、ラットの両足背にエマルションを皮下注射して EAEの誘導を行った。EAE
を導入した 45匹の Lewis ratの内訳は以下のとおりである。EAE群 8匹、hIgGcont投
与群 7匹、hIgGNMOの各群では 2 mg投与群 2匹、20 mg投与群 6匹、40 mg投与群 5
匹、E5415Aの各群では 0.01 mg投与群 4匹、0.1 mg投与群 5匹、1 mg投与群 7匹で
ある。 
  
B. 抗アクアポリン 4抗体腹腔内投与 (図 1) 
 EAE導入後約 10−14日で尾のトーヌス低下から始まる上行性麻痺を呈するが、
この臨床症状発症時に BBB が破綻したものとして IgG を投与した。経時的に臨床症
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状の評価を行い、IgG投与後 48時間後に解剖を行った。 
 
C. 臨床評価 
 NMOモデルラットは連日体重を測定し、以下の臨床障害度スコアで臨床評価
を行った。 
0: 症状なし、1: 尾の下垂、2: 歩容異常を伴う後肢不完全麻痺、3: 後肢を引きずる後
肢完全麻痺、4: 前肢不完全麻痺、5: 前肢完全麻痺、または瀕死状態 (持続性の呼吸
回数低下あるいは徐脈)、6: 死亡。 
  
D. 病理組織学的評価 
 IgG 投与後 48 時間後に解剖を行った。脱血および 4%パラホルムアルデヒド
による還流固定後に、大脳・脳幹・視神経・脊髄を切り出し、24時間 4%パラホルム
アルデヒドで後固定しパラフィン包埋を行った。パラフィン切片は 4μm で薄切し、
染色の対比がしやすいように原則的に連続切片を用いた。全切片を hematoxylin and 
eosin (HE)染色、Klüver-Barrera (KB)染色で染色し、免疫組織学的染色には
avidin-biotinylated enzyme Complex (ABC) (Vectastain、Vector、CA) あるいは EnVision 
(Dako、Carpinteria、CA)を用いた。まず未染スライドをキシレンに 5分ずつ 3回浸し、
それから 100%エタノール、95%エタノール、90%エタノールにそれぞれ 5分ずつ浸し
た。蒸留水で洗浄したあと、さらに PBSで 3回洗浄した。10%ヤギもしくはウサギ血
清をブロッキング剤に用い、室温で 15 分反応させた。次いでスライドを 30%の過酸
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化水素水に 40分浸し内因性ペルオキシダーゼの阻害を行った。PBS で 3回洗浄後、
スライドは一次抗体に 1-24時間それぞれ適切な温度で浸された。さらに PBSで 3回
洗浄後、二次抗体に室温で 40分反応させ、発色には、diaminobenzidine hydrochloride 
(DAB) (茶) for the horseradish peroxidase (HRP) system、 fuchsin (Dako、Carpinteria、CA) 
(赤) または、Vector blue (Vector、CA) (青) for the alkaline phosphatase (AP) system を用
い、カウンターステインには hematoxylin (青), methyl green (Vector) (緑) or fast nuclear 
red (Vector) (赤)を用いた。本実験で使用した一次抗体は以下のとおりである。
Aquaporin-4/AQP4 (1:200、Santa Cruz、Texas), excitatory amino acid transporter -2/EAAT2 
(1:200、Abcam、Tokyo、Japan)、glial fibrillary acidic protein/GFAP (1:500、Proteintech、
Chicago, IL)、ionized calcium-binding adapter molecule 1Iba-1/Iba-1 (1:200、Abcam、Tokyo、
Japan)、 anti-mouse IgG Fc fragment specific (1:2000、 Thermo Scientific、St. Louis、MO)、 
anti-rat C5b-9 (1:500、 Hycult biotech、 Netherlands)、 myelin basic protein/MBP (1:500、
Dako、 Glostrup、Denmark)、 myelin-associated glycoprotein/MAG (1:50、Sigma Aldrich、
St. Louis、MO)、neurofilament/NF (1:1,000、Calbiochem、San Diego, CA)。図 4の脊髄
断面に対する AQP4脱落面積の割合 (%AQP4 loss) の測定には Keyence社の蛍光顕微
鏡 BZ-9,000とその解析アプリケーション Bz-Ⅱを使用し、各面積の測定を行った。 
 
E. 統計解析 
 本研究のデータはMann-Whitney U testで検定し、両側 p値が 0.05未満である
ことをもって統計学的有意とした。その有意性は*p<0.05、 **p<0.005、***p<0.0005、
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****p<0.00005 で提示した。また、測定結果は四分位範囲で表記し、線分の上下は最
大・最小値を、箱の上下は上下 25%値を、箱の中央線は中央値を表している。 
 
F. 承認 
 本研究は東北大学動物実験倫理委員会の承認 (No.2015医 A-146) を得て行わ
れた。また、ヒト由来の抗体は提供者にインフォームドコンセントを得たうえで使用
した (倫理委員会の承認番号 2014-1-652)。 
  
 24 
V. 結果 
1. E5415A投与群における抗体用量依存性の臨床増悪 (図 2) 
 IgGを投与しないEAE群では免疫付してから約 10日で上行性麻痺が生じるが、
単相性の経過で、概して症状は軽度であった。例えば、剖検時の症候性 EAEラット 6
匹のうち、尾の筋緊張低下は 6匹全例、後肢の麻痺は 4匹に認められたが、前肢が麻
痺し四肢麻痺に至ったのは 1匹のみであった。図 2は IgG投与後の本研究の臨床経過
を示しており、EAE群、hIgGcont群、hIgGNMO群、低用量 E5415A群 (0.01 mg) の間に
は統計学的に有意な臨床症状の違いは認められなかった (図 2左)。 
 一方、IgG投与後 48時間後の高用量 E5415A投与モデル (0.1 mgと 1 mg)では
症状の重症化が明らかであった。IgG投与後 48時間の時点で 1 mgの E5415A投与モ
デルでは同抗体の 0.1 m群 (p = 0.0413)、0.01 mg群 (p = 0.0272)、EAE群 (p = 0.0101)、
hIgGcont群 (p = 0.0038) と比較して有意な臨床障害度スコアの上昇が認められた (図 2
右)。さらに、0.1mg の E5415A モデルでも hIgGcont群より有意なスコアの上昇が認め
られた (p = 0.0280)。高用量 E5415A投与モデルで認められた症状は以下の通りであ
った。四肢麻痺が頻繁に認められ、0.1 mg群では 5匹中 3匹、1 mg群では 5匹全例
で認められた。また、1 mg群では 5匹中 2匹のラットでは四肢完全麻痺、持続性の呼
吸数低下、および徐脈を呈し瀕死状態になった。また 1 mg群では 7匹中 2匹のラッ
トが経過中に死亡しており、病理評価が満足にできなかったため本研究からは除外し
た。興味深いことに、こうした臨床症状の増悪は IgG投与後 6−12時間後に生じてお
り、1 mgの E5415Aモデルでは他の E5415Aモデルや EAE群、hIgGcont群と比較しこ
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の早期の時点で有意に症状の増悪を呈した (図 2右赤枠)。また、この症状の増悪する
時期は腹腔内投与した IgGの血中濃度が上昇する時期と一致していた (補足 2)。 
 
2. EAE単独では粗大な組織障害は呈さない (図 3) 
 抗体未投与の EAE 群では、血管周囲や軟膜下にリンパ球浸潤を認めた (図 3
赤枠) が、アストロサイト関連蛋白、髄鞘蛋白、軸索蛋白のいずれも粗大な脱落は呈
さなかった。血管周囲では軽度の活性化ミクログリアやマクロファージの浸潤を認め
た。 
  
3. NMO/EAE modelにおける抗体用量依存性の AQP4脱落  
 - NMO剖検例および control群との比較 – (図 4) 
 典型的な NMO 死後剖検例では、活性化補体 C5b-9 の沈着する血管周囲 (図
4a 茶) で広範なアストロサイト障害を呈し、病変は灰白質優位で、時に空洞化 (図
4a 矢印) や組織軟化といった壊死性変化を伴う (図 4a)。 
 EAE 誘導後に hIgGcontを腹腔内投与したコントロール群ではごく軽度の血管
周囲や軟膜下のリンパ球やミクログリアの浸潤が観察されたがAQP4の脱落は認めな
かった (図 4b)。 
 これらに対し、hIgGNMO投与モデルでは抗体投与量依存性に小血管周囲性のア
ストロサイト障害が散見された (図 4c−e)。NMO患者血清由来の IgGの投与実験では、
40 mgまでの投与では NMO死後剖検例でみられる病変と比べ病変のサイズは著しく
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小さかったが、80 mgの投与実験では好中球の浸潤を伴い、E5415A 0.1 mgモデルで
みられるのと同様な比較的広範な病変が認められた (データ未掲載)。また、高親和性
の抗 AQP4モノクローナル抗体である E5415Aを EAE誘導後に投与すると、抗体用量
依存性に血管周囲性の AQP4の脱落が認められ、その程度は hIgGNMOモデルを著しく
上回った (図 4f−h)。最大の病変を呈した E5415A 1mgモデルでは、病変の大きさは脊
髄断面の約半分 (47.7%) を占め (図 4i)、1mg モデルの中には NMO でしばしば認め
られる脊髄長大病変様の頭尾方向へ長い病変も認められ、最大で 2.3mmに及んだ (後
述)。 
  
4.  E5415A 1mg投与群における広範な一次的アストロサイト傷害 (図 5) 
 1 mg の E5415A モデルでは、広範な AQP4 (図 5a), Excitatory amino acid 
transporter 2 (EAAT2) (図 5b) および GFAP (図 5c) の脱落が、活性化ミクログリアやマ
クロファージの染色である Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) (図 5f) 陽
性の血管周囲に認められ、その一方で髄鞘染色であるKlüver-Barrera (KB) (図 5g)、MBP 
(図 5h)、Myelin-Associated Glycoprotein (MAG) (図 5i) や神経線維染色である
neurofilament (NF) (図 5e) は比較的保たれていた。これらの所見からこのモデルはオ
リゴデンドロサイトやニューロンではなく、おもにアストロサイトが傷害される病態
であることが示唆され、NMO やその動物モデルで報告されている病理と一致してい
た [5, 20]。病変部位では、辺縁に組織空胞を伴いしばしば好中球が認められた (図 5j)。
また、この血管周囲性病変では抗マウス IgG抗体 (図5k) と抗ラットC5b-9の染色 (図
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5l) が陽性となり、この病変が抗体介在性・補体介在性の傷害により引き起こされて
いることが示唆された。この抗体や補体の沈着は NMOで報告されているロゼット状
もしくはリム状の形態をしていた。MBPはほぼ正常な染色を呈したが (図 5h)、MAG
染色は概して淡明化し、炎症細胞浸潤部位で細かな髄鞘の破片が観察され (図 5i)、こ
の病変が dying back oligodendrocytopathyとよばれるオリゴデンドロサイト機能不全に
よって生じている可能性が示唆された 38)。 
  
5. 好中球は脊髄灰白質の病変辺縁に集簇する (図 6) 
 高用量の E5415A投与群 (0.1 mgと 1 mg)では、好中球の浸潤が認められ、0.1 
mg群では脊髄 84 切片中 52 切片 (43.3%) で、1mg群では 83 全切片で好中球が観察
された。ただし、0.1 mg群では好中球は散見される程度のことが多く、好中球が目立
って認められた (≧500/mm2) のは 0.1 mg群で 84切片中 9切片 (10.7%)、1mg群で 83
切片中 36切片 (43.4%) であった。一方、EAE群、hIgGcont群、40mg以下の hIgGNMO
群および低用量 E5415A 群 (0.01 mg) では原則的に好中球は認めなかった。1 mg の
E5415Aを投与し 48時間後の脊髄病変では、好中球は白質よりも灰白質で顕著に多く
(図 6a)、E5415 1 mgの脊髄 30切片を無作為に選び局在を検討すると、好中球は病変
中央部や非病変部位と比較し病変の辺縁で有意に多かった (図 6b−c)。この AQP4 や
GFAP の脱落した血管周囲性病変部位内では、組織空胞が血管周囲あるいはびまん性
に認められた (図 6b)。また、長径 12μm以上の泡沫状構造物で髄鞘や血管あるいは血
管周囲腔などその他の構造物を除外したものを空胞と定義し、前述の 30 脊髄切片を
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用いて比較検討すると、この空胞は非病変部位よりも病変部位で有意に多かった (図
6d)。一方でこの組織空胞は EAE群、hIgGcont群、hIgGNMO群、低用量の E5415A群で
は原則的に認められなかった。 
 
6. 部分的な脱髄や軸索障害を伴う血管周囲の組織空胞 (図 7) 
 次に、病変部位の組織空胞および 2次性の脱髄・軸索障害を詳細に観察した。
この組織空胞の形態は円形もしくは楕円形をしているが、KB 染色における病変血管
周囲では空胞同士がしばしば融合し泡沫状を呈し、Myelin debris を伴って淡明化し、
活動性脱髄が認められた (図 7a)。この空胞の辺縁はしばしば KBだけでなくMBPで
も染色された (図 7b)。一方で、同一病変内の辺縁では好中球が認められた (図 7a)。
また、空胞内部には HE染色で好酸性を示し(図 7c)、NF染色で濃染する形態異常を伴
う構造物 (図 7d) が認められ、これらの所見から髄鞘内浮腫と軸索障害が示唆された。
血管中心性の傷害が想定される本病態において、アストロサイト蛋白の脱落した病変
内では、好中球は病変辺縁に多く、組織空胞は血管周囲性もしくはびまん性に認めら
れた。そうした所見から、好中球が組織空胞に先行し、好中球がアストロサイト障害
だけでなく 2次性の早期脱髄や軸索障害に関与している可能性が示唆された。 
  
7. アストロサイト病変の局在 (図 8-10) 
 本研究では NMO/EAE rat modelを用いて脊髄病変に加え、NMOの好発部位、
例えば視交叉、視索、視床下部、第 3脳室や側脳室周囲、脳梁、最後野を含む延髄で
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血管周囲性のアストロサイト関連蛋白の脱落を観察した。図 8a は視神経の水平断と
大脳の冠状断の模式図および AQP4の脱落部位を表しており、hIgGNMO 20mg投与に
よる AQP4脱落部位を黄で、E5415A 1mg投与による AQP4脱落部位を赤で記した。
図 8bは大脳冠状断における AQP4 mRNAの発現量を dotで示した 39)。水平断では、
解剖学的に視交叉と視索が視床下部を取り囲むように位置し、AQP4は脳室周囲、視
床下部、視交叉・視索、視神経前部の順に濃く染色された (図 8c, 8e)。EAE群では軟
膜下や脳室近傍の血管周囲でリンパ球やミクログリアの浸潤を認めたがAQP4の脱落
は認めなかった。一方、NMOモデルの大脳および視交叉の病変は概して AQP4 mRNA
の発現の多い部位で認められ、NMO 同様に AQP4 の発現の少ない大脳皮質では病変
は認められなかった。脳室周囲の血管ではしばしば AQP4の脱落を認め、E5415A 1 mg
投与モデルの第3脳室周囲では脳室壁に底を持つ両側性病変と血管周囲性の視床下部
病変が認められ、NMOの典型病変と局在が類似していた (図 8c)。これまで末梢から
抗体を投与する NMO動物モデルで視神経に血管周囲性の病変が再現できたという報
告はないが、我々の検討では hIgGNMO 20 mg投与群において、視索およびその周囲の
大脳白質で小血管周囲性病変が認められ (図 8d)、視交叉、特に視床下部とそれを取
り囲む視索および視床下部の境界の小血管周囲でもAQP4およびGFAPの脱落を観察
した(図 8e)。 
 延髄最後野ではBBBが存在せずAQP4が豊富に存在することが知られている
が、実際 IgGcont群では最後野から延髄閂にかけて AQP4は他部位と比較し強く染色さ
れた (図 9a)。血管周囲性の軽度のリンパ球浸潤は認めるが、AQP4の脱落は認めなか
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った (図 9a)。なお、オリエンテーションを容易にするためラット脳幹矢状断の模式
図を図 9bに示した。E5415A 1 mg投与モデルでは、最後野で AQP4の境界明瞭な脱
落 (図 9c) と GFAPの染色性低下 (図 9d) を認め、延髄閂に沿った Iba1陽性の血管周
囲 (図 9e) では数珠状にアストロサイト関連蛋白の明らかな脱落 (図 9c−d)が認めら
れた。この所見は、既報で観察されている難治性吃逆や嘔吐を呈する NMO患者の T2
強調拡散画像の高信号域と局在が類似していた 10)。延髄下部では、脊髄同様に好中
球を伴う広範なアストロサイト関連蛋白の脱落 (図 9g−i、9g: AQP4、9h: EAAT2、9i: 
GFAP)が観察され、MB (図 9k) や NF (図 9l) は比較的保たれていた。 
 また、E5415A 1mgの脊髄矢状断の AQP4染色の観察では個々の血管周囲性の
病変が融合して頭尾方向に長い脊髄長大病変様の病変が観察された (図 10a)。白質と
比較すると灰白質で著明な炎症細胞浸潤が認められ (図 10a)、浸潤細胞の多くは好中
球であった (図 10b)。これらの所見は脊髄長大病変が個々の血管周囲性の病変が融合
して生じることを示唆する。 
 高用量の E5415A モデルでは延髄下部から脊髄においてアストロサイト蛋白
の広範な脱落および好中球の浸潤を認めたが、他部位においては NMOに局在や性質
の類似した病変は一部再現されたものの広範な破壊性の強い組織傷害は再現できな
かった。AQP4は中枢神経系以外にも、腎臓 (集合管)、肺 (細気管支の間質側基底膜)、
胃 (壁細胞) にも存在することが知られており、本モデルではこれらの部位で AQP4
染色が陽性になることを観察したが、NMO 剖検例同様に AQP4 の脱落は認めなかっ
た (データ未公開)。
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Ⅵ. 考察 
1.  In-vivo NMOモデルの特徴とその問題点 
 これまで報告されてきたNMO動物モデルではNMOの病理は一部しか再現さ
れなかった。すなわち、NMO 病理でしばしば認められる浮腫性変化に富んだ広範な
アストロサイト障害や壊死性変化を終末像とするオリゴデンドロサイトやニューロ
ンなどを含めた広範な組織障害は再現されなかった。NMO のこうした機序は未だ明
らかでないが、NMOの病理には多様性があって 40)、抗体介在性・補体介在性のアス
トロサイト傷害を主軸として脱髄、軸索障害や壊死性変化を呈するものと考えられて
いる。これまでの in-vivo NMOモデルでは NMO死後剖検例と比較すると病変は概し
て小さく、臨床症状の増悪もごく軽度で、中には血管周囲性病変や好中球の浸潤とい
った典型病変をほとんど呈さないものも報告されてきた。 
 NMO/EAE modelではこれまで NMO患者由来の polyclonalな IgGが用いられ
ることが多かったが、ヒト AQP4モノクローナル抗体を投与した実験も 1例報告され
ている。モノクローナル抗体を投与した場合 (その報告の中ではヒト補体も投与され
ている) には、ポリクローナル抗体を投与した場合に比べて病変が拡大し、軽度の脱
髄を呈するようになるが、臨床症状の増悪・好中球浸潤・軸索障害の有無については
検討がされていない 21)。一方、NMO患者由来の抗 AQP4ポリクローナル抗体を投与
した場合には脊髄にアストロサイト関連蛋白の脱落は呈するものの、小血管周囲性の
サイズの小さい病変であり、脱髄や軸索障害は認められず、脱髄や軸索障害といった
組織障害の広がりも認めらない 9, 20, 22) (表 2)。 
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2. 本モデルの特徴と位置づけ (表 2) 
 一方、本モデルは、補体制御因子 CD59のノックアウトや 32, 33)、試験管内で
抗原特異的T細胞に繰り返し刺激を加える 20)ことなく、また、ヒト補体を投与する 21) 
ことなしに NMO 様病変を誘導できる。すなわち、MBP-EAE ラットに抗 AQP4 モノ
クローナル抗体を腹腔内に単回投与するだけで複数の血管に跨る広範な一次的アス
トロサイト傷害が観察できる。さらに、このモデルは激しい臨床症状の増悪、著しい
好中球やミクログリアの浸潤、脱髄や軸索障害といった組織障害、最後野病変や脊髄
長大病変類似の病変、第三脳室周囲病変では典型病変の性質を反映した病変を呈すこ
とから、NMO/EAE modelの中でも急性期重症型モデルとして位置づけられる (表 2)。 
 NMO剖検例と本モデルを比較した場合の相違点として、第一に、脊髄病変の
局在の違いがある。NMO 病理では NMO 動物モデルと比べより灰白質選択的な病変
の拡大が認められる傾向がある。一方、本モデルを含む NMO/EAE動物モデルでは脊
髄皮髄境界の血管周囲に病変が再現されやすい傾向がある (図 4)。この点は既にBradl
らの NMO動物モデルの総説のなかで検討されており 41)、種による灰白質アストロサ
イトの違いが関係している可能性がある。アストロサイトは灰白質と白質で形態が異
なり、灰白質ではより多くの突起をもち、白質はより単純な形態をしている。さらに
ヒトと齧歯類の灰白質アストロサイトを比較すると、ヒト灰白質アストロサイトは 2
百万以上もの突起を有しているのに対し、齧歯類では高々9万程度しか突起を持って
いないことが知られている 42)。また、アストロサイトはお互いにギャップ結合で連
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絡しあっており、ヒトの方が齧歯類よりも灰白質特異的な病変が形成されやすいと考
えられている。動物モデルでなぜ皮髄境界の血管周囲で病変が出やすいかは明らかで
ない。 
 第二に、NMO患者の病理では好中球が認められない場合がある。この理由の
一つには観察時期、免疫療法の介入などの影響もあるものと考えられる。特に好中球
はDI modelの検討では、NMO-IgG投与後約1日で末梢血中の好中球数は最大となり、
1 週間後には認められなくなる 30) という報告がある。他にも、時期を揃えて急性期
を観察している動物モデルと違い、NMO 患者の場合には多くは発症あるいは再発時
から観察するまでの時間もさまざまであり、NMO 患者は再発予防のため普段からス
テロイドを内服し急性増悪期にはステロイドパルス療法や血漿交換療法を受け死亡
する事の多い現状を考慮する必要がある。また、この観察時期の違いは壊死性病変が
急性期 NMOモデルでは認められないことを説明する可能性がある。 
 第三に、NMO患者と異なり本 NMO動物モデルでは最後野病変による難治性
吃逆や嘔吐は観察されない。延髄最後野は第 4 脳室底に局在し血管が豊富で BBB が
存在せず、血液や脳脊髄液中の代謝物、ホルモン、薬物、細菌の毒素など、さまざま
な催吐性刺激を受け嘔吐する機構が備わっており、この部位は化学受容器引金帯
chemoreceptor trigger zone (CTZ）と呼ばれる。Lewis ratは抗がん剤を投与しても嘔吐
を呈さないことが報告されており (シスプラチン投与により異食症を呈する)、嘔吐の
研究では専ら犬、猫、豚、フェレットが用いられている。実際、われわれの NMOラ
ットモデルでは吃逆・嘔吐は一切認められなかった。Monica らの報告でも最後野に
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病変は認められたが吃逆は認められなかったという記述がある 41)。 
 以上より本モデルは NMO の臨床病理像と若干の相違点はあるものの、急性
期 NMOモデルとして妥当であり、従来の NMO動物モデルより NMOに近い臨床症
状及び病理を呈するモデルであると考えられる。 
  
3. MBP-EAEの工夫とその特徴 
 EAE は使用するラットの種類や投与する髄鞘蛋白の違いによって表現型が異
なることが知られており、例えば Norway Brown ratとMOGの組み合わせでは多相性
の経過で劇症型の脱髄を呈し、好酸球の浸潤が見られることが知られている 43-45)。「ア
ストロサイト蛋白の脱落する条件」中で述べたように末梢から直接 NMO-IgGを投与
したり、LPSなどで非特的炎症を惹起したのちに IgGを投与するだけではアストロサ
イトパチーは再現されない 28)。それ故、本研究では EAE を BBB を破綻させ抗原特
異的 T 細胞と IgG を中枢へ移行させる手段として用いている。さらに、EAE による
観察を容易にし NMO類似変化を最小限にするため、私は Lewis ratとMBPの組み合
わせで EAE を誘導した。この組み合わせでは単相性の経過を示し、脱髄や軸索障害
は認められないことから、NMOモデルにおける有用性が既に報告されている 46)。ま
た、賦活のために EAE 誘導後 2 日後にしばしば百日咳毒素が投与されるが、それ自
体が好中球を誘導することが報告されており 47, 48)、本研究ではあえて百日咳毒素を
投与していない。賦活不足が懸念されたが EAEは問題なく誘導された。 
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4. NMO様病変における好中球の局在とその解釈 
 臨床症状の増悪とアストロサイトパチーの面積は明らかに抗体用量に依存し
ており、好中球と組織空胞は大量の IgG (80 mgの hIgGNMOと 0.1 mgおよび 1 mgの
E5415A) を投与した場合によく観察され、このことは病原性をもつ IgG 投与量が
NMO様病変の初期増悪に重要な要素であることを示唆する。本研究における EAEの
性質からこの著しい好中球の関与は EAEによるものでなく、大量の NMO-IgGが引き
金になっているものと考えられ、そこで観察された病理学的所見は T細胞が介在する
細胞障害から好中球が介在する細胞障害へと免疫学的変化が生じていることを推測
させる。 
 また、本研究では好中球は AQP4 の脱落した病変辺縁でよく観察され、白質
よりも灰白質で有意に多かった。白質と灰白質ではアストロサイトの形態が非常に異
なり、アストロサイトは灰白質の方がより多くの足突起を有し、実際 AQP4染色を観
察すると灰白質の方が濃い。また、病変辺縁外側では反応性のアストログリオーシス
により AQP4は比較的強く染まり、抗 AQP4モノクローナル抗体がおそらく沈着して
いる。AQP4の OAPに結合した NMO-IgGの Fc部分に補体 C1qが multivarentに結合
すると、古典的回路を介し 49) 著しい補体の活性化がおこる 50)。こうした活性化は
C3aやC5aといった強力な好中球やマクロファージのケモカイン誘導因子であるアナ
フィラトキシンの分泌を促進する 51, 52) 。IL-8も好中球の強力な遊走因子でありマク
ロファージから放出される 53)。そして、NMO 再発患者の髄液では実際に IL-8 54)や
C5a が上昇しており 55)、また抗補体 C5 ヒト化モノクローナル抗体治療薬である
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eculizumab により C5 の開裂を阻害すると NMO の再発率は著明に低下することが報
告され 55)。本研究で得られた好中球の NMO病態への関与を支持するものと考えられ
る。  
 
5. NMOにおける好中球の役割に関する検討 
 進行した脱髄病変では、病変中央部と比べ辺縁はより早期の病変であるとみ
なされている。食作用を持つマクロファージはしばしばリング状に病変辺縁を取り囲
み、一方で中心部は完全に脱髄しており慢性活動性病変とよばれ、経時的に外側へと
脱髄病変が拡大していくことが確認されている 56, 57)。それに対し、本研究では、血
管中心性に病変が外側へと拡大することが想定される NMO病態において、好中球が
病変辺縁に存在し、それに対して組織空胞は血管周囲、しばしば病変中心部で認めら
れることから、好中球が組織空胞に先行しアストロサイトを中心とした組織障害の拡
大と密接に関わっているものと考えられる。この病変では、AQP4や GFAPの脱落が
観察され、血管周囲では GFAP陽性の足突起が断裂しており、おそらく血管周囲性の
アストロサイトそれ自身の崩壊か、あるいはアストロサイトの機能不全により病変部
位からの水の移行が妨げられてこの組織空胞が生じている可能性がある。また組織空
胞の一部は髄鞘内浮腫である可能性がある。われわれの検討では病変部位の組織空胞
の中には KB 染色や MBP 染色で壁がよく染まるものがあり、特に KB 染色では血管
周囲で泡沫状の組織空胞が観察され、髄鞘の破片を伴い KBの染色性が低下している
所見が認められ、この組織空胞は潜行性脱髄を伴った髄鞘内浮腫を表しているものと
 37 
考えている。また、こうした組織空胞と類似した形態は connexin 47と connexin 30の
ダブルノックアウトマウスで報告されている 58)。いずれにせよ、こうした組織変化
はアストロサイト障害に起因し、NMO 死後剖検例や NMO 動物モデルに特異的な変
化と思われる。このモデルは急性期のモデルであり、貪食される前の変性した髄鞘や
軸索が残存していても NMO病理として矛盾しない。私は好中球の浸潤する病変部位
において髄鞘内浮腫の所見に加え、異常な形態の軸索も観察しており、早期には潜行
性の 2次性脱髄や軸索障害が生じ、慢性期には病変部位に残存する傷害組織がマクロ
ファージに貪食されて NMO死後剖検例でみられる空洞化や組織の軟化を呈するよう
になるのではないかと推測している。 
 
6. NMO-IgG投与量と病態の検討 
 IgG と補体の沈着を伴う本モデルでは病変の拡大に明らかな抗体用量依存性
があり、抗体依存性細胞障害 antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) および補
体依存性細胞障害 complement dependent cytotoxicity (CDC) 両方の機序で病変が生じ
ていることは疑いない。実際 Bennettらの NMO/EAEモデルの検討では抗 AQP4 mAb
の Fab部分を点突然変異させて ADCC活性および CDC活性を弱めた抗体を使用して
NMO 様病変の検討を行っており ADCC および CDC いずれの機序においても AQP4
の脱落が生じることを報告している 59)。また、ヒト NMOの病理では、顆粒球 (好中
球や好酸球) やマクロファージが優位にみられ、T 細胞やナチュラルキラーT 細胞は
少ないことが報告されている 2, 56)。本モデルではナチュラルキラーT細胞や好酸球は
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観察されておらず、好中球が種々のサイトカイン、ケモカイン、プロテアーゼ、Reduced 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) オキシダーゼの活性化による活
性酸素や neutrophil extracellular traps (NETs) を放出して病変拡大を促しているものと
考えられる。実際、NMO の病態に好中球が関わっていることを示す報告がある。マ
ウスモデルではほとんどの好中球は脱顆粒しており 60)、ヒト NMO 患者では G-CSF
投与後に症状が重症化したと報告されている 23)。また、マウスのDIモデルではG-CSF
で好中球を増やすと脳病変が拡大し、抗好中球抗体を投与し好中球を減らすと病変が
縮小する 23)。さらに、in-vivoおよび ex-vivoモデルで好中球エラスターゼ阻害薬を投
与しても脳病変が縮小することが報告されている 23)。本研究では NMO-IgGの大量投
与によりしばしば病変辺縁では好中球が著しく動員され、NMO の早期病変拡大に関
与しているものと考えられる。そこではアストロサイトに対する ADCC および CDC
が病態の根幹をなすであろう。これらの検討からは、アクアポルマブなどの抗体阻害
療法や好中球エラスターゼ阻害薬やNADPHオキシダーゼ阻害薬といった好中球関連
薬が NMOの治療の標的として期待される。 
 
7. 本研究の限界 
 本モデルは急性単発性の NMO モデルであり、著しい臨床上の増悪を伴う。
四肢麻痺や瀕死に至る場合には長期経過の観察は困難であるし、また観察しえたもの
は一過性に回復する軽症例をみていることになる。そのため、長期観察には不向きな
モデルである。 
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 抗 AQP4抗体陰性 NMOは NMOの診断基準の中に含まれるものの、そのなか
には脱髄性疾患などを含む hetero な概念であると考えられている。本モデルは抗
AQP4抗体陽性 NMOの急性期重症型 NMO動物モデルであり、抗 AQP4陰性 NMOの
病態は反映していない。抗 AQP4抗体陰性 NMOの動物モデルは未だ存在せず、今後
その確立が求められる。 
 NMO患者血清から精製した NMO-IgG は polyclonal 抗体であるが、本モデル
では monoclonal抗体を投与している。したがって本モデルの所見は多様な NMOの病
態の一側面しか反映していない可能性は否定できない。 しかしながら、このモノク
ローナル抗体を使用し、例えば Fab 部分を点突然変異させたモノクローナル抗体を
EAEラットに投与し病変がどこにできるのか検討することでNMO-IgGがどのペプチ
ドを認識しているのか、また、抗原認識部位と臨床症状との相関があるのかどうかは
検討可能である。 
 また、本研究ではサンプルサイズが群により異なる。統計解析には
Man-Whitney U testを用い両側 p値 p=0.05以下を有意として検定したが、より大多数
の母集団を揃えた検討が望ましい。 
 
8. 本モデルの臨床的意義と今後の展望 
 本モデルは DI モデルとは異なり抗体が血液脳関門を通過するモデルであり、
抗体の中枢神経への侵入経路あるいは中枢移行性を検討することが可能である。また、
NMO-IgG 投与により臨床症状と病理組織が明瞭に増悪するため、本モデルは NMO
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の薬剤投与試験に有用な可能性がある。本研究からは抗体阻害療法や好中球関連阻害
薬が NMO の治療の focus として有用な可能性が示唆され、好中球の接着因子などを
対象とした治療法を検討中である。 
 また、E5415Aの抗原認識部位および臨床症状との相関の有無、補体活性化能
の評価など、今後 E5415Aの作用部位や機能の詳細な検討が必要である。 
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Ⅶ. 結論 
 本研究では Baculovirus display法を用いた高親和性の抗AQP4モノクローナル
抗体を EAEラットに単回腹腔内投与することにより、従来の動物モデルより NMOに
近い臨床病理像を呈する急性期重症型 NMOラットモデルを確立した。本研究からは
病原性をもつ大量の NMO-IgG投与により好中球が早期病変拡大に関与していること
が示唆された。本モデルは NMOの病態解析や治療効果判定に有用な可能性がある。 
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Ⅹ. 図 
図 1. 本 NMO/EAE modelの概略 
 
 対象は週齢 8−10週の雌 Lewis rat 45匹である。まず、硝子シリンジを用いミ
エリン塩基性蛋白質 (MBP) と結核死菌 (CFA) を混ぜ合わせた脳炎惹起的なエマル
ションを作成し、これをラットの両足背に皮下注射した。連日体重測定と臨床障害度
スコアを測定し、免疫付した。その約 2週間後に上行性麻痺を呈した時点で IgGを腹
腔内投与した。使用したラットは以下の通りである。IgGを投与しない EAE群 (n = 8)、
hIgGcont群 (n = 7)、hIgGNMO群；2 mg (n = 2)、20 mg (n = 6)、40 mg (n = 5)、E5415A群；
0.01 mg (n = 4)、0.1 mg (n = 5)、1mg (n = 5)。IgG投与後 48時間後に剖検を行い病理組
織学的検討を行った。 
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図 2. E5415A投与群における抗体用量依存性の臨床増悪 
 
 hIgGNMO群では有意な臨床障害度スコアの上昇は認めなかった (左図)。一方、
E5415Aモデル (0.1 mgと 1 mg) では投与した抗体用量に応じて急性経過で激しい臨
床上の増悪が観察された (右図)。IgG投与後 48時間の時点で 1 mgの E5415Aモデル
では同抗体の 0.1 mg群 (p = 0.0413)、0.01 mg群 (p = 0.0272)、EAE群 (p = 0.0101)、
hIgGcont群 (p = 0.0038) と比較して有意なスコアの上昇が認められた。さらに、0.1 mg
の E5415Aモデルでも hIgGcont群より有意なスコアの上昇が認められた (p = 0.0280)。
こうした変化は NMO-IgG 投与後 6−12 時間で著しく、この早期の段階でも 1 mg の
E5415Aモデルでは同抗体の 0.1 mg群 (p = 0.0209)、0.01 mg群 (p = 0.0376)、EAE群 (p 
= 0.0160)、hIgGcont群 (p = 0.0057)と比べ有意にスコアが上昇していた。また、0.1 mg
の E5415Aモデルでも hIgGcont群よりもスコアが上昇していた (p = 0.0284) (右図)。 
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図 3. EAE単独では粗大な組織障害は呈さない 
 
 
 EAE 単独モデルでは、血管周囲および軟膜下にリンパ球の浸潤を認めたが、
アストロサイト関連蛋白、髄鞘蛋白、軸索蛋白の粗大な脱落は認めなかった。縮尺線
は 50μm。 
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図 4. NMO/EAE modelにおける抗体用量依存性の AQP4脱落 
 
 抗 AQP4 抗体投与量に応じた AQP4 脱落病変のサイズを示した。典型的な
NMO 病変では AQP4 の豊富な灰白質優位にびまん性の広範な病変が認められ、一部
空洞も認められた。一方白質の遠位側では AQP4 が比較的保たれていた (a)。コント
ロール群では EAE 群と同様に軟膜下および血管周囲にリンパ球浸潤を認めたが
AQP4の脱落は認められなかった (b)。これらに対し、hIgGNMOモデル (c−e) とE5415A
モデル (f−h) では、AQP4の脱落は特に灰白質と白質の境界である皮髄境界で認めら
れた。hIgGNMOモデルでは 2 mg (c)、20 mg (d)、40 mg (e) と抗体投与量に応じて病変
は大きくなり、同様に、E5415Aモデルでも 0.01 mg (f)、0.1 mg (g)、1 mg (h) と抗体
投与量に応じて拡大した。しかしながら、0.1 mgおよび 1 mgの E5415Aモデルにお
ける AQP4 病変の大きさは (g−h)、hIgGNMO モデルで観察される病変の大きさ (c−e) 
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よりも著しく大きかった。脊髄断面積に占める AQP4脱落面積の割合%AQP4 lossは、
hIgGNMOモデルでは高々3%に過ぎなかったのに対し、E5415A 1mg投与群では最大で
47.7%と脊髄断面の約半分を占めた (h)。縮尺線は 300 μm。 
  
 56 
図 5. E5415A 1mg投与群における広範な一次性アストロサイト傷害 
 
 広範な AQP4 (a,)、EAAT2 (b)、GFAP (c) の脱落が炎症細胞の浸潤する (d) Iba1
陽性の血管 (f)で観察された。一方、髄鞘線維とニューロフィラメント (e) は比較的
保たれ、一次的アストロサイト傷害が示唆された。KB 染色では、特に灰白質で淡明
な髄鞘が観察された (g)。MBP の染色性はほとんど損なわれていない一方で、KB 染
色とMAG染色は特に皮髄境界で淡明であり(g−i)、これらの所見は早期の潜行性脱髄
を示唆する。AQP4の脱落した病変辺縁では著しい好中球が出現し、おびただしい数
の組織空胞を伴っていた (j)。血管周囲性病変部位では、抗マウス IgG (k) と抗ラット
補体 (l) が沈着していた。縮尺線は 100 μm (a−i)、40 μm (j)、または 20 μm (k−l)。 
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図 6. 好中球は脊髄灰白質の病変辺縁に集簇する 
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 好中球と組織空胞は高用量 (0.1 mgと 1 mg) の E5415Aモデルで観察された
が、その一方で、EAE群、hIgGcont群、hIgGNMO群、低用量 0.01 mgの E5415Aモデル
では原則的に観察されなかった。1 mg E5415A モデルの AQP4染色では、炎症細胞は
白質よりも灰白質で著しく浸潤していた (a)。また、この血管周囲性病変はしばしば
互いに融合傾向を示し、血管の形態同様により広い範囲で灰白質では円形、皮髄境界
では放射状の AQP4 の脱落が観察された (a)。強拡大で観察すると、この浸潤細胞は
多くは好中球であり (b)、その局在は白質よりも灰白質で多かった (a−b)。E5415A 1 
mg群から無作為に選んだ脊髄 30切片を用い、病変中央、病変辺縁、非病変部位の 3
つに分けて、好中球の分布を比較検討すると、病変中央や非病変部位よりも、特に灰
白質の病変辺縁で有意に好中球が多かった (c)。また、Φ12μm以上の空胞状構造物で
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明らかな髄鞘や血管および血管周囲腔や人工産物を除外したものを空胞と定義し、前
述の脊髄 30 切片を用い空胞の局在を検討したところ、空胞は非病変部位よりも病変
部位で有意に多かった (d)。縮尺線は 100 µm (a)、40 µm (b)。 
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図 7. 部分的な脱髄や軸索障害を伴う血管周囲の組織空胞 
 
 血管周囲では組織空胞が髄鞘の破片を伴って多発し泡沫状の形態となり、KB
の染色が淡明になっているのが観察された (a)。その一方で病変の辺縁では好中球が
認められた (a)。さらに、この空胞の内部にはしばしば好酸性の構造物 (c, 矢頭) や
NF 強陽性の歪な形態の構造物 (d, 矢頭) が含まれ、傷害された軸索であることが暗
に示された。こうした所見は髄鞘内浮腫と軸索障害を伴った早期活動性病変であるこ
とを示唆する。縮尺線は 10 μm (a−d)。 
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図 8. NMO/EAEモデルにおける大脳・視交叉病変 
 
 視神経レベルの水平断と大脳の冠状断で切った模式図を示し、本モデルにお
けるAQP4脱落部位を提示した (a, 黄: hIgGNMO 20mg投与群, 赤:E5415A 1mg投与
群)。また、Lewis ratの大脳冠状断における AQP4 mRNAの高発現部位を dotで示した 
(b)。1mg E5415Aモデルでは第 3脳室に底をもち両側性に拡大する病変が認められ (c)、
この所見はNMOSDの脳室周囲性病変と局在と性質が類似していた。また、hIgGNMO 20 
mgモデルでは視索 (d) と視交叉 (e) の病変が観察され、いずれも Iba1陽性の血管周
囲で AQP4、GFAP、EAAT2 の脱落を伴っていた。視交叉病変は視交叉および視索と
視床下部の境界で病変が出現しており、脊髄における皮髄境界同様に AQP4の染色性
が変化する境界部位の血管周囲で観察された (e)。縮尺線は 300 μm。
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図 9. 最後野を含む延髄病変 
 
 hIgGcontモデルの延髄矢状断の AQP染色を示す (a)。延髄最後野 (AP) と延髄
閂 (Ox) では AQP4の染色が比較的濃く、血管周囲や軟膜下に軽度のリンパ球浸潤は
認められたものの明らかな AQP4 の脱落は認めなかった (a)。観察部位の理解を深め
る目的でラット延髄矢状断の模式図を示した (b)。1 mg E5415A 群では、最後野に
AQP4の脱落 (c) および GFAP (d) の染色低下が認められた。また、延髄閂に沿って
数珠状の血管周囲性アストロサイトパチーが観察され、この病理は難治性吃逆や嘔吐
をきたす NMOSD患者の脳MRI所見、T2強調拡散画像 (f) とその局在が類似してい
た。また、1 mg E5415Aモデルの延髄下部矢状断では脊髄同様に典型的な早期 NMO
病理が再現され、広範な AQP4 (g)、EAAT2 (h)、GFAP (i) の脱落が炎症細胞の浸潤す
る Iba1陽性の血管周囲で認められ (j)、一方でMBP (k) と NF (l) は比較的保たれて
いた。縮尺線は 300 μm。 
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図 10. 脊髄長大病変に類似した病変 
 
 1mg E5415Aモデルの腰髄矢状断の AQP4染色を示す (a)。個々の血管周囲性
病変は互いに融合して脊髄長大病変様病変が観察された (a)。ヘマトキシリンで核が
青染した炎症細胞は白質よりも灰白質で極端に多く (a)、拡大して観察すると炎症細
胞の多くは好中球でびまん性の組織空胞を伴っていた (b)。これらの所見は脊髄長大
病変が血管癒合性の機序で生じることを示唆する。縮尺線は 300 μm (a) と 40 μm (b)。 
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補足 1. NMO-IgGのラット AQP4に対する cell based binding affinity assay 
 
 図は 1 mg/mlの各抗 AQP4抗体を 210、すなわち約 1,000倍ごと PBSで希釈し
ていった場合の rat AQP4に対する各抗体の結合性を示す。NMO-IgGはすべてラット
AQP4-M23アイソフォームを発現したCHO細胞において膜パターンの染色を呈した。
その中でも特に E5415A はラット AQP4 に対して hIgGNMOの 16,400 倍以上、D15107
の 256倍以上と強い親和性を示した。 
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補足 2. 腹腔内投与した E5415Aの血中動態 
 
 IgG投与後 0、12、24、36時間後 (横軸) にラットの尾静脈から採血して得た
血清を 100倍希釈し AQP4-M1アイソフォームを発現した baculovirusを固相化させた
96 wellプレートに撒いた。次に蛍光標識された anti-mouse IgGを 2次抗体として投与
し、各吸光値 (縦軸) を測定した。その結果、E5415A を投与しない EAE (n = 1) と
hIgGcont (n = 2)では吸光値の上昇は見られなかった。また、E5415Aでは抗体投与量に
応じて吸光値が上昇し、いずれも抗体投与後約 12時間で吸光値が最大となり、0.01 mg
および 0.1 mg群ではその後吸光値がピークアウトした。 
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表 1. NMO動物モデルの特徴 (2009−2015)  
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表 2. NMO/EAEモデルにおける本モデルの位置づけ 
 
